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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 言
脂質は動物の重要なエネルギー源であるとともに、多様な機能を持っ生体内の構成成分や生理活性物質
の素材である。動物が摂取した脂質(特 に トリグリセ リド)そ して肝臓 や脂肪組織で合成 される脂質は血液
中を リポプロテインとして輸送され、 リポプロテインリパーゼ(L廊o㎞ 恥e;LPL)を 持つ肝外組織で代
謝利用 される。
鶏などの鳥類の脂質代謝には哺乳動物とは異なった特異性が認められる。鶏では脂肪組織における脂質
合成能が哺乳動物に比べて小さく、糖か らの脂質合成のほとん どが肝臓で行なわれ るために、脂肪組織 は
主に血中からリポプロテインを取り込みそ して脂肪 として蓄積する部位 として機能 していることに特徴が
ある。 したがって、鶏の脂質代謝(特 に脂肪蓄積)に おいて血中リポプロテイン代謝 は重要な位置を占めて
お り、脂肪蓄積の約80%は 血中リポプロテイン代謝の変動に支配されていると考えられている。 しかし、
鶏の リポプロテイン代謝の制御要因であるLPLの 特徴や 五PL・リポプロテイン反応の特異性な どはほとんど
明らかにされていない。
肉用鶏であるブロイラー(GI血us(㎞e誰 ㎝s)は 大型化の方向で改良され、他の畜産動物に例を見ない著
しい成長速度の進展を遂げてきた。その反面、種々の代謝異常の発生が増加 してお り、脂肪の過剰蓄積 も
ブロイラーの大型化に付随して多発する代謝異常と考えることがでぎる。脂肪の過剰蓄積は畜産物生産上
のエネルギー的そ して経済的損失であるだけでなく、低カロリー食肉 ・低脂肪食肉を志向する消費者の購
買意欲を損なう大きな問題である。 これ らの観 点から、脂肪の過剰蓄積を制御する試みが多角的に行われ
てきたが、未だ有効な方策は得 られていない。ブロイ ラーの脂肪蓄積を制御するためには、鶏の脂質代謝(特












第2章Tr麺onWR-1339の 鶏LPL阻 害 反 応 の 特 異 性
本研究では、鶏LPL一 リポプロテイン反応の種特異性明示の突破口としてLPL阻 害剤によるリポプロテイ
ン分解 活性 の種間差を検討 した。非イオン系の界面活性剤であるThめnWR-1339は ラッ,トなどの リポプロ
テインとLPLの 反応を阻害 し、血中脂質濃度を上昇 させることが報告されている。本実験でT㎞nWR-1339
を500mg1㎏BW静 注すると、ラットでは投与120分 後に血漿脂質濃度が投与前の約7倍 に上昇したのに対
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し、鶏では約2、5倍に上昇す るに過ぎなかった(晦2-1)。 さらに、invit⑩における正PLの リポプロテイン
分解能はラットでは250μg伽1以 上のT曲 戴WR-1339に より強く阻害されるのに対 し、鶏ではその阻害効
果が小さいことが明らかとな り(聴.2-2)、 鶏LPL一 リポプロテイン反応にはラッ トとは異なる種特異性が
存在する可能性が示唆 された。
第3章 鶏 脂肪 組 織:LPLの 分 離 ・精 製 とそ の 酵 素 化 学 的 特 徴
鶏((洲usdc∞nes丘Cロ$)脂肪組織 工PLの 精製を行ない、その酵素化学的性質 と界面活性剤に対する応答を
ラッ トLPLと 比較検討することにより、鶏LPLの 種特異性の実証を試みた。本研究で確立 したLPL精 製
法は失活防止剤 としてT血}nX・100で はなくグリセロールを用いること、ハイ ドロキシアパタイ トカラム操
作を導入 したことに特徴がある。す なわち、Hq)adn-S叩 ㎞o…糾B→ ハイ ドロキシアパ タイ ト→C㎝A.
Sφ㎞o…糾Bの3種 のクロマ トグラフィーを用いることにより、LPLの 比活性を鶏で2,500倍 、ラットで1,400
倍に濃縮することができ、電気泳動的に均一な精製LPLを 得ることに成功 した(晩.3-1)。
ゲルろ過法で決定した分子量は、ラット123kDa、 鶏121kDaで あった。SD$PAGEよ り算出した分子量
は両種とも60kDaで あり、ラッ トおよび鶏のいずれのLPLも2量 体であると推定 した(r訪kg;卸軌 等電 点
は両種ともに4で あり、反応の最適温度は両種 ともに37℃ でピークを示すが、鶏はラッ トに比べ活性を示
す温度幅が広いことが明らかとなった。最適pHは 両種 ともに8.5、金属イオン(Ca2～M匡2～㎏ りはいずれ
もLPL活 性を阻害した。N謂 は1のM、 プロタミン硫酸塩はα51㎎屈 で両種:LPLを 阻害 し、ヘパリンは 工PL
活性をわずかに上昇させた。
トリオ レインエマルジョンおよびVLDLを 基質としたLPLのA騨Kmは ラットに比べ鶏で小 さく、
Vmaxは 鶏で大きし殖 を示 した(Ta馳3一 趣 すなわち、鶏LPLは ラットLPLに 比べ基質に対する親和性が
大きいことが明らかとなった。T㎞nWR-1339のLPL阻 害様式は鶏で非拮抗阻害、ラットで拮抗阻害の様
式であり、照 はラットに比べて鶏LPLで 大きい(臨3.2)。
以上のように、鶏LPLは ラットLPLよ り基質分解能が高く、 しかも界面活性剤の阻害を受けにくいこと
など、鶏LPLの 種特異性を明らかにした。
第4章 鶏L肌 モ ノ ク ロー ナ ル 抗 体 の 作 成 と脂 肪 蓄 積 に お け るLP:Lの 代 謝 的
意 義 の実 証
前章までの検討により、鶏LPLお よびLPレ リポプロテイン反応に種特異性があることを実証した。そこ
で、脂肪蓄積における鶏U⊃Lの 代謝的意義を実証することを試みた。
鶏((遡usdonle甜cus)LPLの 特異的モノクローナル抗体を常法により作成 し、その中でLPL阻 害活性を
持つ抗体をh1轍mお よびinvivoで スクリーニングした。10,772個 のハイブ リドーマ より得 られた24種 の
LPL抗 体産生細泡の うち、C正P。10、CLP-14お よびCLP-16はhlv㎞ でLPLのVLDL分 解活性を強く抑制
した(Table4-1)。 この3種 の抗体のうち2種 の抗体(CLP-10お よびCLP-16)の 鶏静脈投与(1mg㎏BW)は
LPL一 リポプロテイン反応を抑制し、血中 トリグリセ リド濃度を上昇させた。
次に鶏脂肪蓄積 におけるLPLの 代謝的意義を明 らかにする観点か ら、CLP46を 長期抗体投与蓄験に供試
した。CエP-16を 一日一回静脈投与 もしくは浸透圧ポンプによる連続投与により7日 間投与 したところ、腹
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第5章 鶏LPLcDNAの 単 離 とmRN:A発 現 の栄 養 制御
鶏(G訓1usd㎝ 面cus)脂 肪組織 工PLのd⊃NAを 単離 してその構造上の特徴を示す とともに、LPLmRNA
発現量およびLPL活 性を指標 としてLPL本 体を栄養学的に制御することを試みた。ブロイラーLPLd)NA
は2.29乃pか ら成 り、490個 のアミノ酸をコー ドする1個 のオープンリーディングフレームが存在した(F彰 。
51あ'ア ミノ酸シーケンスから確定 したN末 端アミノ酸配列は 舘 から始ま り、一的 》PIひGlu・晦 と続いて
い る。 す な わ ち 、塩 基 配 列 か ら推 定 され たN末 端 か ら25残 基 ま で の ア ミ ノ酸(NHプ
MERGRGMGKTALLAVLCLCLRGAAG)は シグナルペプチ ドであると推定 した。また、鶏LPLの タンパ
ク質部分の推定分子量は52,601、 等電点は791と 推定され、糖鎖付加を経て活性を持つ成熟LPLと なるこ
とが推測された。他種動物のLPLと その塩基配列およびアミノ酸配列を比較 したところ、他種動物では活
性中心付近の配列がG塀 疎 ・&}Leu.Glyと 同一であったのに対し、鶏((遡usdomes匝cus)LPLで はG塀
Asn-Se卜Leu・Giyと特異的であった(F態5呵2A)。LPLの 基質特異性を認識する部位であるLid構 造の鶏LPL






mRNA発 現量:が他の区に比べ小さい値を示した(晦$3C)。 すなわち、鶏脂肪組織LPLmRNA発 現量は絶
食 ・再給餌な どの飼料給与条件や給与脂肪などの栄養操作では変動 しにくいことが明 らかとな り、鶏LPL
mRNAの 発現はラットと異なる特徴を持つことが明らかとなった。
第6章 鶏LPL活 性 調 節 タ ンパ ク質Apo随popr磯inの 検 索 とそ の 栄 養 制 御
鶏LPLの リポプロテイン加水分解速度を調節する鶏VLDL中ApoゆqpnDな 誠n(麺)を 検索 ・同定し、その
特徴をラットと比較検討するとともに、その発現の栄養調節の可能性について検討した。
SD$PAGEで 分離 した鶏VLDL中 にApoC』 およびApoA.If囎m㎝tの2種 の鶏LPL活 園 ヒ因子が存
在することを確認した(恥 。6・1)。ApoA.1加gm㎝tはApoん1の37番 目のアミノ酸残基(Md)よ り始ま
る89ア ミノ酸残基によって構成されてお り、生体内でApoA.1が タンパク質分解酵素などの修飾壷受け
て産生 され る、鶏に特異的なApoI窟 麟 血 であると推定 された。鶏 ゆG∬ のLPL活 性化作用はヒトApo
C一■より小さく、ラットApoC』 よりも大きい結果が示され(rable6-1)、ApoC-HのLPL活 柑北 作用の大
きさは動物種によって異なることが明らかとなった。
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ApoC』 の栄養制御について検討するために、鶏に飼料の絶 食 ・再給餌処理および単一脂肪酸を含む各
種油脂飼料の強制給与を行なった。 しか し、VLDL粒 子当た りのApoGH含 量はほとんど変動しなかった
(晦6.2)。 すなわち、一般的な栄養操作では鶏LPL活 性化因子量は大きく変動 しないことが明 らかとなっ
た。
第7章 鶏LPL一 リポ プ ロ テ イ ン反 応 の 特徴 とそ の制 御 因 子 の 解 明
前章までの検討により、鶏LPLお よびLPL一 リポプロテイン反応に種特異性があること、LPLは 鶏脂肪





トリグリセ リドとリン脂質の比が異なる脂質ミセル(トリグリセ リドエマルジョン)を調製 してLPL加 水
分解速度を観察 したところ、鶏LPLのV㎜xは 基質ミセル中のリン脂質含量が増加するに伴って低下 した
(T曲k7・1)。 次いで、単一脂肪酸を含む トリグリセリドエマルジョンを調製 して鶏IPLのVmaxを 演掟 し
たところ、12:0>16:0>18:1(n-9>>14:0>18:2@6)>18:3(りn鞘o)トリグリセ リドの順に高レ値 を示 した(Fig.7・1)。し
たがって、 リポプロテインの脂質組成 ・脂肪酸組成はLPLリ ポプロテイン反応の制御要因である可能性が
示 された。
このような脂質 ミセルの脂質組成・脂肪酸組成の変化は、脂質 ミセルや リポプロテインの物理化学的構
造を変化 させると考えられる。そこで、脂質 ミセルの物理化学的構造を示す指標 として表面の流動性(O蜘1
即mc蝕2r(S))を用い、0曲叩 ㎜e嘘(S)とLPLの 加水分解速度(Vlnax)の 関係を、脂質 ミセル中の各因子(脂
質組成、リン脂質組成、脂肪酸組成、Apo脚 醜 血.組成)を変動させた条件下で検討 した。脂質 ミセル中の
脂質組成(rabk7・2A)、 リン脂質組成(Tabk7肖2B)、 脂肪酸組成(rab媒2C)お よびAp6晦 刈m画n組 成
《Table7⑳)を 変化させると、脂質ミセル表面の流動性(OrderpI㎜ne㎞(S))は 大きく変動 し、その変動はLPL
のV㎞axの 変動 と良く合致 していた。
っいで、LPLの 生体内基質 としての リポプロテイン(VLDL)を 栄養的に改変 し、LPL一リポプ ロテイン反
応の調節要因を確定することを試みた。160、18:1(}9)、18:2@6)お よび18:3価3)の トリグリセ リドを絶食
後に強制給与したところ、それぞれの単一脂肪酸を50%以 上含むVU)Lを 調製することに成功 した(Tabkl
乳3)。これらのVLDLに 対するLPLのVmaxは16:0で 大きく、18:3@3)で 最 も低い値を示 した。0画
pゆ 銑賦S)(VLDL粒 子表面の流動性)も 脂肪酸組成によって変動 し、16:0で 最大値を示 した。 さらにLPL
のVmaxと0曲rpa㎜e町(S)に}ま 正の相関関係が認められた(F態 雰2)。
以上の結果から、LPレ リポプロテイン反応(リ ポプロテインの加水分解速度)は リポプロテイン中の トリ
グリセ リド(脂 肪酸)組 成、 リン脂質組成、脂質組成そしてAp6蜘m嘘nな どの要因により変動するが、




本研究では、鶏脂肪蓄積のkβy㎝ymeと 推定されるLPLに 着目して鶏脂肪組織LPL反 応の種特異性とそ
の制御因子の栄養制御に関する究明を行い、以下の成果を得た。
1.鶏((遡usdon1頗cus)脂 肪組織LPLの 精製、cDNAの 単離およびモノクローナル抗体の作成に成功した。
2.鶏LPLに は基質に対する親和性(髄K⑪ や墓質分解能(Vmax)お よびT【ibnWR-1339に よる阻
害作用等の点でラッ トとは異なる種特異性が存在する。
3鶏LPLの 活性中心付近および基質特異姓 認識部位(Lid構 造)力弐特徴的である。
4.鶏LPLは 脂肪蓄積を制御する主要因である。
i鶏 正PLのmRN:A発 現量および活性調節因子(ApoC一 ■・ApoArl韓m瓠)は 「・般的な栄養操作では大
きく変動 しない。
6.LPL一 リポプロテイン水解反応にはリポプロテイン表面の流動性が大きな調節因子 として関わっている。
7.LPレ リポプロテイ ン:水解反応の栄養的制御は リポプロテイン表面の流動性を指標 として検討するのが適
切である。
以上のように鶏脂肪蓄積の主要因を実証 しその制御理論 を提示 した本研究の成果は、健全な家畜生産体
系を考える上で重要な基礎的情報を提供するのみではな く、安全で高品質の食肉の生産技術と栄養制御法
の開発研究の発展に大きく貢献するものと考えられる。
また、本研究で示 した、鶏LPLお よびその酵素反応の種特異性 と1hRNA発 現の特徴、リポプロテイン表






















































































































































碧9P「 。temm瓢s㎝d・ ㎞ ・k・・…e・pecti・ ・ly・Val
uesaremean±SD(n=4) .'
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LρL融A・ ・p・essi・lnadip・ ・etissu・p・ep訂・d丘・m・hi・k… 紐 魅t(24h)。rre飴d(24h)・ ・th・諭。w6,・、
dletfbrbro重ler(A),chickensfbdonolgicac{d(18:1)・ ,1inoleic .acid(18:2)・orlinoien1cacid(18:3)一hchdiet偽
・7d・y・(B)・ ・d・hi・k… 肱e・ 驚d.舳 。live・ii(18・1)
,sam・wer・i1(18:2)。rli・s鍍d・i1(18・3)(C).
North号mblotanalysisofchickenLPL.血RNA2μgofpoly(A)RNApreparedfセomchickenadipQsetissue
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窒1、黙 翻 艦 潔盤 誕蕾ε器 譜 塁　 a.fchickens
VLDL
































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
動物の脂 質代謝 には種特異性 がある。近年 の畜産動物で見 られる脂 質代謝異常の一つ に脂肪 の過剰蓄
積があ る。過剰脂肪蓄積の機構 とその制御 に関す る研究は食肉の生産性 と品質を高め る観点で畜産動物
共通の重要課題 であ り,そ の追究は動物の脂 質代謝 の種特異性 に視点 をおいて展開す る必要がある。鶏
で は脂 質合成 のほ とん どは肝臓 で行われ,脂 肪組織 は血中 リポプロテ インとして輸送 された脂 質を取 り
込 んで蓄積す る主要部位 と して機能す ることに大 きな特徴 がある。本 論文 では,鶏 の脂 肪蓄積 を制御 す
る主要 因は,リ ポプロテイ ン代謝,特 に脂 肪組織 の脂質取 り込 みに関与す るリポプロテイ ンリパーゼ
(LPL)お よびLPLに よるリポプロテ イン分解反応(■PL一 リポプロテイン反応)で あ るとの新 たな観
点 を導入 し,鶏 リポ プロテ イン代謝 の種特異性 とその栄養制御 に関する理論 と手法 を実証 した。
まず,鶏 で はLPL阻 害剤であるTritonWR-1339に よるリポプ ロテイン分解能 の抑制が ラ ッ トよ り
も小 さ く,鶏LPL一 リポプロテイン反応 には種 特異性が存在す る可能性 を指摘 した。次 いで,ConA-
Sepharose4Bな どの3種 の クロマ ト操作 を導入 して,鶏 脂肪組織 か ら電気 泳動 的に均一 な精製LPLを
得 ることに成功 した。精製LPLの 酵 素化学的性質 を精査す る と共に,鶏LPLは ラッ トLPLに 比べ て基
質 リポプロテインに対する親和性が大 きくて基質分解能が高いなどの種特異性 を明示 した。 さらに鶏(プ
ロイラー,Gallusdomes七icus)LPLの 特異的モノ クロナル抗体 を作成 し,ブ ロイラーに7日 間投与 し
た ところ,脂 肪蓄積量 は約半分 に減少 した。これ らの ことか ら,LPLIは 鶏脂肪 蓄積 の主要 な制御要因で
あ り,五PL反 応 を抑制す ることが鶏脂肪蓄積制御 の有効 な手段であ ることを明 らか に した。
鶏(Gallusdomesticus)LIPLのcDNAを 単離 した。鶏LPLcDNAは2,297bpか ら成 り,鶏LPLの
タンパ ク質部分 の推定分子量は52,601,そ の活性中心付近の アミノ酸配列 は特異的であ り,Ser233は 多
タめ
種では見 られない特徴的なアミノ酸残基であるなど,鶏L,PLお よびそのcDNAの 構造上の特異性を明
示 した。さらに,鶏LIP■mRNA発 現量そしてVLDL中 のLP五 活性調節因子であるApoprotein量 は絶
食 ・再給餌などの飼料給与条件や給与脂肪などの栄養操作では変動 しにくい特徴をもつことも明らかに
し,LPL一 リポプロテイン反応を制御する要因はLPL本 体 よりもリポプロテイン粒子あるいは両者の相
互関係 にあると推定 した。
そこで,脂 肪酸組成や脂質構成の異なるトリグリセリドエマルションおよび単一脂肪酸に富むVLDLI
を数多 く調製 してLPLのVmaxや 基質表面の流動性(Orderparameter)な どを測定 し,工PL一 リポプ
ロテイン反応の制御要因の検索を展開させた。その結果,LPL一 リポプロテイン反応はリポプロテイン中
の脂肪酸組成などの各種要因で変動するが,そ れは主にリポプロテイン表面の流動性の変動を介 して制
御 されることを確認 した。また,リ ポプロテイン表面の流動性は栄養的に制御可能であることを明 らか
にした。
以上のように,本 論文は鶏におけるLPL一 リポプロテイン反応の種特異性 と制御因子,そ して脂肪蓄
積の主要因の実証と制御理論を提示 した。本研究成果は健全な家畜生産体系 と高品質畜産物の生産およ
び栄養制御の開発研究に貢献すると共に,人 を含めた各種動物の脂質代謝 ・リポプロテイン代謝につい
ての脂質化学 ・酵素化学 ・栄養生化学的な解明と理解 に資するものである。審査員一同は本論文の著者
を博士(農 学)の 学位 を受けるに値するものと認定 した。
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